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【背景・目的】 
胆嚢癌は非常に予後が悪い癌腫として知られている。癌取り扱い
規約における stage III の 5 年生存率は 30.4%、stage IV では 10%未
満である。近年では様々な集学的治療が報告されているものの、進
行胆嚢癌の予後は非常に悪い。胆嚢癌ではリンパ節転移や肝転移が
重要な予後規定因子であり、その制御は治療において必須である。
癌の浸潤転移に関して、上皮間葉転換 (Endothelial mesenchymal 
transition (EMT))は重要なメカニズムであり、上皮系の悪性腫瘍はこ
の機序により癌細胞の間質移行が可能となり、脈管浸潤を介し転移
が起こる。このため、胆嚢癌における EMT誘導を介した予後増悪
因子の解明並びに新規治療の開発は急務である。 
 我々のグループは以前よりPin1というタンパクに着目している。
Pin1は peptidyl-prolyl cis/trans isomerase であり、基質タンパク質の
構造を変えることでその機能を調節する。Pin1 は現在までに 50 種
類以上の基質タンパク質に作用することが報告されており、
cyclinD1、-catenin、p53、c-Myc、STAT3、NF-Bなど様々なたんぱ
く質の構造変化を通じて、タンパク質の局在変化、安定化、リン酸
化や転写活性などに関与するとされている。今回はその中で腫瘍浸
潤、転移との関連が報告されている、転写活性因子である STAT3、
NF-Bとの関連に着目した。STAT3、NF-Bは EMT誘導に関連し、
腫瘍増悪に関わっているものの、直接的治療は副作用が非常に強く
臨床応用されていないのが現状である。Pin1は様々な癌腫との関連
についても報告されている。前立腺癌、大腸癌、肺癌、乳癌におけ
る臨床病理学的因子との関連が報告されている。胃癌、食道癌にお
いて、Pin1発現は予後不良因子であると報告されている。我々は以
前、肝細胞癌において Pin1発現は NF-Bと関連を示され、Pin1高
発現は予後不良因子であると報告されている。しかし、胆道癌にお
いては Pin1 の研究はされていない。そこで、本研究では胆嚢癌に
おける STAT3 および NF-B 活性亢進を介した EMT 誘導に関する
Pin1 の作用ならびに特異的 Pin1 阻害剤による新規治療への可能性
を検討する。 
 
【方法】 
1. 進行胆嚢癌手術検体に対する免疫染色 
2003年から 2014年において、当科で施行した T2以深の胆嚢癌 76
例の病理検体を対象に、抗 Pin1抗体を用いて免疫染色を行い、Pin1
発現高低と臨床病理学的検査、予後について評価を行った。また、
Pin1 が直接作用する抗 p-STAT3(Ser727)抗体および抗 p-NF-B-
p65(Ser276)抗体で免疫染色を行い、Pin1との相関を確認した。EMT
誘導との関連を確認するために細胞外基質分解酵素である MMP-9、
間葉系マーカーである Vimentin の免疫染色を行い、Pin1 発現との
関連を評価した。 
 
2. 細胞実験 
胆嚢癌細胞株を用いて、Pin1 発現と STAT3、NF-B 発現との関連
を評価した。また、Pin1発現と EMT関連因子発現と細胞形態の変
化、腫瘍浸潤能との関連を評価した。胆嚢癌細胞株はヒト胆嚢癌細
胞株の中で Pin1 高発現であり、Vimentin 高発現である NOZ1033、
OCUG-1 を使用した。Pin1抑制は siRNA及び特異的 Pin1阻害薬で
ある PiB を使用した。タンパク発現の評価方法は Western blotting 
(WB)、Electrophoretic mobility shift Assay (EMSA)にて確認を行った。 
 
3. 動物実験 
SCID mouse を使用し、同種性胆嚢癌異種移植マウスモデルを作成
し、PiBの効果を確認した。マウスモデル作成手技としては胆嚢内
に胆嚢癌細胞株 NOZ-1033 とゲル状の物質であるマトリゲルに混
ぜ注入し胆嚢内に癌細胞を生着させた。治療群として PiBの隔日腹
腔内注射を行いコントロール群と比較し、リンパ節転移の有無、遠
隔転移の有無について検討した。マウスはコントロールグループ、
PiB治療グループそれぞれ 10匹ずつ作成した。評価は 28日後に行
った。 
 
【結果・考察】 
胆嚢癌病理検体の免疫染色において、Pin1高発現群は低発現群に
比して、臨床病理学的にリンパ節転移、遠隔転移と関連を示した。
また、Pin1高発現群は全生存期間、無再発生存期間共に有意に予後
不良であった。全生存期間に対する単変量、多変量解析では Pin1高
発現は独立した予後不良因子であることが明らかになった。 
免疫染色における Pin1 発現は回帰分析において、 p-
STAT3(Ser727)発現、p-NF-B-p65(Ser276)発現と正の相関を認めた。
Pin1 knockdown を行った胆嚢癌細胞株のタンパク発現を WB にて
評価したところ、p-STAT3(Ser727)発現、p-NF-B(Ser276)発現の低下
を認めた。siRNA および PiB にて Pin1 抑制を行った細胞の STAT3、
NF-B の転写因子活性について EMSA で評価をしたところ両者と
もに STAT3、NF-B の活性低下を認めた。これらの結果より、Pin1
を制御することで直接作用する p-STAT3(Ser727)発現、 p-NF-
B(Ser276)発現は抑制され、その結果として STAT3、NF-B 活性が
抑制されることが示唆された。 
胆嚢癌病理検体において Pin1 発現と間葉系マーカーである
Vimentin、細胞外基質分解酵素であるMMP-9との関連を免疫染色で
評価したところ、Pin1 発現は Vimentin 発現及び MMP-9 発現と正の
相関を示した。細胞実験において Pin1 発現と EMT マーカーとの関
連を評価した。siRNAによる Pin1 knockdownを行った細胞は Snail、
Zeb-2、Vimentinの発現低下を認めた。Pin1発現が細胞形態に与える
影響を 3D cell culture で評価した。Pin1 抑制を行った細胞の間葉系
細胞への分化は減少した。続いて Pin1発現が腫瘍浸潤能に及ぼす影
響を評価した。Invasion assay kitを用いて実験を行ったところ、Pin1
抑制を行った細胞は浸潤の低下を認めた。以上より Pin1 は EMT マ
ーカーと関連があり、Pin1 抑制は EMT 移行が減少し、腫瘍浸潤転
移能を減少させていることが示唆された。 
動物実験において PiBによる腫瘍浸潤転移へ与える影響を評価し
た。胆嚢、所属リンパ節、肝臓を摘出し H.E.染色を行い評価した。
生着率はコントロールグループで 70%、PiB 治療グループで 60%で
あった。死亡したマウスはいなかった。コントロールグループでは
リンパ節転移を生着した 7 例 5 例、肝転移を 7 例中 4 例に認めた。
一方 PiB治療グループではリンパ節転移は 6例中 1例、肝転移は認
めず、統計学的に有意差を認めた。主腫瘍に対して p-STAT3(Ser727)、
p-NF-B(Ser276)発現を免疫染色で確認したところ PiB治療群は両者
ともに発現の低下を認めた。以上より動物実験においても PiB は
STAT3 および NF-B活性を抑制することで EMT誘導を減少させリ
ンパ節転移及び肝転移を減少させることが示唆された。 
 
【結論】胆嚢癌において Pin1 は STAT3 及び NF-B 活性を介し、
EMT誘導と関連し、浸潤能並びに転移能へ関与することが明らかに
なった。また、特異的 Pin1阻害薬である PiBは胆嚢癌において有用
な新規治療になりうること考えられた。 
